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Nederlandse samenvatting
Onder sommige omstandigheden verschilt de kans tussen zonen en dochters om
voort te planten en ouders zullen dus meer van hun genen verspreiden als ze het
geslacht produceren dat een grotere kans heeft op voortplanting. Vooral uit onder-
zoek aan vogels is gebleken dat de geslachtsverhouding van de nakomelingen (de
proportie zonen) systematisch kan verschillen afhankelijk van de omgeving en de
conditie van de moeder. In tegenstelling tot bij zoogdieren hebben bij vogels niet de
mannetjes maar de vrouwtjes twee verschillende geslachtschromosomen.
Vrouwtjes produceren eicellen met een Z- of een W-chromosoom en mannetjes
zaadcellen met een Z-chromosoom. Deze genetische omstandigheden geven de
vogelmoeder de mogelijkheid het geslacht van het embryo al voor de eigenlijke
bevruchting van de eicel te bepalen. Vogelmoeders zouden dus de geslachtsverhou-
ding van hun nageslacht op twee manieren kunnen beïnvloeden: door mecha-
nismen tijdens de eiproductie, vóór de eileg (primaire geslachtsverhouding), of
door mechanismen na de eileg, bijvoorbeeld door geslachtspecifieke embryosterfte
of door verwaarlozing van een jong (secundaire geslachtsverhouding). Echter, het
laatste mechanisme lijkt kostbaar te zijn aangezien de energie van de productie van
een jong dan verloren zou zijn.
Het ontrafelen van het mechanisme van de geslachtsbepaling in nakomelingen
is belangrijk om de evolutionaire afkomst van geslachtmanipulatie te begrijpen.
Bovendien kan de toegepaste wetenschap, zoals natuurbescherming, of de
commerciële landbouwindustrie, veel baat hebben bij de overproductie van het
gewenste geslacht.
In dit proefschrift hebben mijn medeauteurs en ik de rol van de moederlijke
(maternale) hormonen in de bepaling van de primaire geslachtsverhouding bij
vogels onderzocht.
Aan het begin van ons onderzoek was het bewijs over de betrokkenheid van mater-
nale hormonen in geslachtsmanipulatie onduidelijk omdat hormoon manipulaties
van broedende vogelmoeders verschillende resultaten opleverden. Echter, de
manier waarop maternale hormonen de primaire geslachtsverhouding zouden
kunnen beïnvloeden was nog steeds onbekend. De werking kon via het maternale
plasma of via de dooier optreden, die ook behoorlijke concentraties aan hormonen
van maternale oorsprong bevatten. In dit proefschrift onderzochten wij vooral twee
mogelijke mechanismen die door maternale hormonen beïnvloed zouden kunnen
worden: selectieve abortus van follikels (abortus in plaats van ovulatie van een
follikel van het “ongewenste” geslacht) en meiotische drift (beïnvloeding van de
geslachtsbepalende meiose I, kort voor de ovulatie van het follikel, om het
“gewenste” geslachtschromosoom in het ontwikkelende ei te bewaren, Z voor een
mannetje, W voor een vrouwtje).
Wij beginnen dit proefschrift met een discussie over de stand van zaken van de
huidige kennis over de betrokkenheid van maternale hormonen bij potentiële
mechanismen door die de primaire geslachtsverhouding manipuleert zou kunnen
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worden (hoofdstuk 1). Inventarisatie van alle gepubliceerde literatuur op dit
gebied laat zien dat steroïde hormonen inderdaad de geslachtsverhouding in het
broedsel bij vogels kunnen beïnvloeden maar het onderliggende mechanisme blijft
vrij onduidelijk. 
In ons onderzoek hebben wij de postduif (Columba livia domestica) als models-
oort gebruikt. Al sinds vele eeuwen zijn onderzoekers gefascineerd door de
geslachtsverhouding van de nakomelingen van duiven (waaronder bijvoorbeeld
Aristoteles, ca. 350 v. Chr.). Duiven zijn ideaal om causale mechanismen van
geslachtsverhouding manipulatie te bestuderen: zij broeden bijna het hele jaar door
en zijn gemakkelijk in gevangenschap te houden. Zij leggen normaliter twee eieren
met een constant interval van 44 uur tussen beide eieren. Onregelmatigheden in dit
patroon kunnen dus makkelijk worden geïdentificeerd en als indicatie dienen voor
mechanismen, die mogelijk al voor de ovulatie van de eicel de geslachtsverhouding
kunnen beïnvloeden. Onder natuurlijke omstandigheden blijken duiven de
primaire geslachtsverhouding van hun nakomelingen inderdaad te beïnvloeden;
vroeg in het broedseizoen produceren zij in hun eerste ei vooral mannelijke nako-
melingen, terwijl later in het seizoen de verhouding tussen de geslachten in de rich-
ting van dochters verschuift (hoofdstuk 2). Het tweede ei van een legsel vertoont
echter geen variatie in geslachtsverhouding. Dit patroon is aangetoond in zowel
houtduiven (Columba palumbus) als in rotsduiven (Columba livia, de wilde voor-
ouder van de postduif). Uit onderzoek aan de torenvalk (Falco tinnunculus) blijkt
dat vroeg in het seizoen geboren zonen een voordeel hebben omdat hun kans op
voorplanting in het volgend jaar dan groter is, terwijl geboortedatum geen invloed
heeft op de reproductiekansen van dochters. Dit patroon lijkt ook voor duiven op te
gaan (ongepubliceerde data uit dit onderzoek) en kan dus de verschuiving in de
geslachtsverhouding over het jaar functioneel verklaren.
De bestaande literatuur over de broedfysiologie in duiven, zoals follikel rekrute-
ring (gewoonlijk twee per ovulatie cyclus) en het verloop van de groei fase van de
follikels (~6.5 dagen), bood de basis voor onze onderzoeken. Bovendien was in de
literatuur gesuggereerd dat duiven, in het geval dat de meiose de “verkeerde” sex
oplevert, follikels kunnen aborteren in plaats van deze te ovuleren, een hypothese
die wij experimenteel wilden testen.
In ons eerste experiment om de rol van testosteron in de primaire geslachtsver-
houding bepaling in postduiven te bestuderen (hoofdstuk 3), lieten wij paartjes een
eerste, ongemanipuleerd legsel produceren, waarna de vrouwtjes geïmplanteerd
werden met een leeg of testosteron gevuld implantaat. Om sociale effecten te voor-
komen werden broedpaartjes in individuele kooien gehuisvest. Eieren die drie
dagen waren bebroed werden verzameld om het geslacht van het embryo met
behulp van DNA analyses te bepalen. Na dit tweede, experimentele legsel hebben
wij de implantaten uit de vrouwtjes verwijderd. Pas een jaar later kregen de broed-
paartjes weer een kans om te broeden om potentiële lange-termijn effecten van de
Nederlandse samenvatting
199
testosteron manipulatie op geslachtsverhouding te testen. Verder noteerden wij de
dag van de eerste eileg, het aantal geproduceerde eieren, de leginterval tussen de
twee eieren, ei- en dooier gewicht en het testosterongehalte van de eidooiers in
geïmplanteerde legsels, om met deze gegevens de mogelijke potentiële mecha-
nismen, vooral follikelabortus, te onderzoeken.
Testosteronspiegels in het maternale plasma waren significant verhoogd door
de implantatie, maar wel binnen de natuurlijke fysiologische grenzen van de duif.
In vergelijking met de controles produceerden testosteronvrouwtjes meer manne-
lijke nakomelingen in het eerste ei, terwijl de geslachtsverhouding in het tweede ei
niet verschilde tussen de groepen. Een jaar na de manipulatie bevatten eerste eieren
nog steeds meer zonen, hoewel plasmaspiegels nu gelijk waren tussen de experi-
mentele groepen. Omdat wij sociale effecten grotendeels konden uitsluiten doordat
wij de broedpaartjes in aparte kooien gehuisvest hadden, concluderen wij dat de
testosteronmanipulatie mogelijk de reproductieve fysiologie van het vrouwtje of
haar gevoeligheid voor testosteron veranderd had. Ondanks de verhoogde testoste-
ronspiegels in het plasma van de moeders was er geen verschil in de testosteronge-
haltes van de eidooiers, wat erop wijst dat moeders het hormoontransport naar de
eieren onafhankelijk van hun eigen circulatie kunnen regelen. Bovendien was er
geen relatie tussen het geslacht van het embryo en de hoeveelheid testosteron in het
ei, wat het onwaarschijnlijk maakt dat het hogere aantal zonen door eitestosteron
werd veroorzaakt. Testosteronvrouwtjes legden hun eerste ei ongeveer twee dagen
later dan controles. Deze vertraging zou een mogelijke indicatie van follikelabortus
als mechanisme voor de overproductie van zonen kunnen zijn. Immers, na abortus
van het ongewenste follikel kost het enige tijd om een nieuwe volledig tot ontwik-
keling te brengen.
Ondertussen werd in de literatuur verder bewijs gepubliceerd over de positieve
relatie tussen het bijnierhormoon corticosteron en een overproductie aan dochters.
Corticosteron is het belangrijkste stresshormoon in vogels en is gewoonlijk verhoogd
in individuen in een slechte fysiologische staat (lichaamsconditie). Daarom is corti-
costeron mogelijk de verbindende factor tussen de negatieve relatie tussen maternale
lichaamsconditie en primaire geslachtsverhouding, een verband dat al in meerdere
vogelsoorten is aangetoond. Vooral interessant was dat bij duiven de combinatie van
minder voedsel geven en vers gelegde eieren wegnemen een hoger percentage doch-
ters opleverde, mogelijkerwijs vanwege de gewichtsafname van de moeders.
Om het verband tussen maternale conditie, corticosteron, en geslachtsverhou-
ding te onderzoeken, moesten wij eerst een methode ontwikkelen waarmee wij
corticosteron op een fysiologische manier over een langere tijd konden verhogen.
Glucocorticoïden zijn moeilijk langdurig te verhogen omdat er sterke contra-regu-
latieve mechanismen bestaan. Vaak resulteert een doorlopende toediening van
corticosteron in een korte en extreem hoge piek in bloedwaarde van het hormoon,
gevolgd door een steile daling ervan. Daarom testten wij drie verschillende behan-
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delingen in broedende postduifvrouwtjes (hoofdstuk 4). Wij vonden dat de implan-
tatie van een commerciële pellet en een zelfgemaakt vetimplantaat in vergelijkbare
patronen resulteerde, dus een extreme verhoging gevolgd door een steile daling.
Echter was het voeren van met corticosteron behandeld voedsel de enige methode
die succesvol de bloedwaarden stabiel over vier weken lang wist te verhogen. Onze
verklaring hiervoor is dat met deze manier van hormoon toediening de daling van
bindingsmoleculen in het bloed, en de daaropvolgende verhoging in hormoonaf-
braak, vermeden wordt. Als gevolg van de corticosteronbehandeling, in combinatie
met het onbeperkt beschikbaar stellen van voedsel, namen de vrouwtjes in gewicht
toe, omdat corticosteron een verhoging van voedselopname induceert (hyper-
phagia). Dit proces is waarschijnlijk nodig om na een stressvolle ervaring weer een
positieve energiebalans te bereiken. Het was al eerder aangetoond dat door deze
herallocatie van energie naar het eigen lichaam, corticosteron de reproductie onder-
drukt en ook in onze studie legden corticosteron vrouwtjes minder eieren.
Tijdens het corticosteron experiment verzamelden wij gedurende vier weken
alle eieren om de primaire geslachtsverhouding te bepalen (hoofdstuk 5).
Corticosteron vrouwtjes produceerden meer dochters in hun eerste ei dan
controles, waarbij, net zoals eerder aangetoond (hoofdstuk 3), de geslachtsverhou-
ding van tweede eieren niet beïnvloed werd door de hormoonbehandeling. Wij
vonden geen relatie tussen de lichaamsconditie van moeders en de primaire
geslachtsverhouding. Net als tijdens de testosteronbehandeling was ook in de corti-
costeronbehandelde vrouwtjes het eerste ei vertraagd, wederom een indicatie voor
mogelijke follikelabortus. Anderzijds vonden wij ook een significant verband
tussen maternale plasma corticosteron spiegels, gemeten net voor ovipositie, dus
rond de tijd dat het ei meiose onderging, en het geslacht van het embryo. Dit was
dus een aanwijzing voor meiotische drift.
Onder natuurlijke omstandigheden is corticosteron meestal negatief gecorre-
leerd aan zowel lichaamsconditie en primaire geslachtsverhouding, terwijl er
meestal een positieve relatie tussen testosteron, lichaamsconditie, en primaire
geslachtsverhouding te vinden is. Hoewel correlatieve studies deze driehoeksre-
latie ondersteunen, was er nog geen omvattend experiment om de onderliggende
causaliteit te onderzoeken. Hiervoor hebben wij de opzet van ons eerste testosteron
experiment herhaald en deze keer niet alleen het maternale plasma testosteron
gemeten, maar ook corticosteron, cholesterol en glucose (hoofdstuk 6). Cholesterol
werd eerder gerelateerd aan zowel lichaamsconditie en een verschuiving van de
primaire geslachtsverhouding in de richting van zonen in geelpootmeeuwen (Larus
michahellis). Glucose speelt een rol in de geslachtsbepaling van zoogdieren (Mus
musculus en Microtus agrestis), maar is ook betrokken bij het energiemetabolisme in
vogels. Deze plasmaparameters en het maternale lichaamsgewicht hebben wij
meerdere keren gemeten tijdens het experiment om te onderzoeken of de verande-
ring over tijd een betere voorspeller was van de geslachtsverhouding. Bovendien
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bemonsterden wij deze keer alleen het buitenste laagje van de dooier, omdat andro-
geen concentraties verschillen tussen de dooierlagen, en het zich ontwikkelende
embryo in het buitenste laagje ligt, is het goed mogelijk dat meiose alleen maar door
het omgevende hormonale milieu in dit buitenste laagje dooier beïnvloed wordt.
In tegenstelling tot ons eerste experiment, waarin de lichaamsconditie van de
vrouwtjes constant bleef tussen de ongemanipuleerde legsel en de legsel na de
implantatie, veranderden vrouwtjes van beide behandelingsgroepen sterk van
gewicht gedurende dit experiment, zowel positief als ook negatief. Het bleek dat de
primaire geslachtsverhouding veranderde in dezelfde richting als maternaal
gewicht, schijnbaar onafhankelijk van testosteron. Ofschoon de verhoging van het
plasma testosteron vergelijkbaar was met onze eerdere studie, vermoeden wij dat
de gevolgen van de drastische veranderingen in gewicht sterker waren dan de
effecten van de hormonale behandeling. Onze vondsten over de relatie tussen
lichaamsconditie, testosteron en corticosteron kwamen grotendeels overeen met de
literatuur. Tijdens het ongemanipuleerde legsel waren testosteron en corticosteron
negatief gecorreleerd, waarbij lichaamsconditie en cholesterol een positieve relatie
lieten zien. Desondanks vonden wij geen effect van de testosteron behandeling op
de gemeten parameters. Verder was er ook geen verband tussen embryogeslacht en
corticosteron, cholesterol of glucose. Dus lijkt de verschuiving in embryogeslacht
door een complex samenspel van hormoonbalans en lichaamsconditie bewerkstel-
ligd te worden, waarbij hormonen in het ei geen directe invloed lijken te hebben.
In hoofdstuk 7 onderzochten wij in detail of selectieve follikelabortus het
mechanisme van primaire geslachtsverhouding manipulatie van de eerste eieren in
duiven kan zijn. De moeders die wij hiervoor gebruikten hadden het geslacht van
hun nakomelingen in de eerste eieren aan hun gewichtsveranderingen aangepast
(hoofdstuk 6). Na de leg van het eerste ei werden de vrouwtjes opgeofferd en
onderzochten wij de ovaria. Afhankelijk van het aantal volgroeid follikels en het
voorkomen van follikelabortus stelden wij vier hypothesen op die wij bij de
autopsie konden verwachten. Na de leg van het eerste ei (onder de aanname dat er
geen abortus plaats vond en het eerste follikel geovuleerd was), zou het ovarium
een volgroeid follikel bevatten, dat bestemd was om later geovuleerd te worden en
in het tweede ei terecht te komen. Als er abortus zou plaatsvinden, zouden wij
meer dan één volgroeid follikel in het ovarium verwachten. Deze bijkomende
follikel zou als vervanging kunnen dienen voor datgene dat geaborteerd was om
een vermindering van legselgrootte of onderbrekingen in de legvolgorde te voor-
komen. Ook zouden wij resten van de geaborteerde follikel moeten kunnen zien.
Het bleek echter dat in vrouwtjes die het geslacht van hun nakomelingen in
overeenstemming met hun gewichtsveranderingen aangepast hadden, geen enkel
bewijs van abortus of van meerdere follikels was te zien. In totaal vonden wij een
derde volgroeid follikel in slechts 6 van de 192 vrouwtjes, (inclusief autopsies op
duiven van onze eerdere geslachtsverhouding studies). Deze lage frequentie laat
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zien dat deze derde follikels geen vervangingen in het geval van abortus zijn, maar
eerder een zeldzame fysiologische abnormaliteit.
Follikel abortus was dus blijkbaar niet de oorzaak van de vertraagde eileg die
wij vaker in de testosteron behandelde postduifvrouwtjes vonden. Wel was de
vertragende eigenschap van testosteron op de vrouwelijke reproductie ook in
andere vogelsoorten bekend. Daarom zijn wij verder gegaan met het onderzoeken
naar de effecten van verhoogde maternale plasma testosteron spiegels op de morfo-
logie van het ovarium in de vrouwtjes die na de leg van het eerste ei waren opgeof-
ferd (hoofdstuk 8). Wij hebben het gewicht van het ovarium gemeten en de
aantallen kleine, pre-hierarchische follikels bepaald, maar vonden geen effecten van
de testosteron behandeling. De tweede volgroeide follikels waren echter lichter en
kleiner in testosteron vrouwtjes. Dit verschil was niet in de dooiers van het eerste ei
terug te vinden, maar eerste eieren bevatten wel een beetje minder eiwit. Wij
vermoeden dat testosteron het verloop van de dooier formatie en eiwit depositie
beïnvloedt, en stellen een gedetailleerder onderzoek naar deze processen voor,
aangezien dit belangrijke consequenties voor de kuikens kan hebben. Om ons
begrip over de regulatie van eihormonen te verhogen hebben wij ook de testosteron
concentraties in de volgroeide, tweede follikels gemeten. De gevonden testosteron
waarden bleken substantieel hoger te zijn dan die van niet bebroede eieren. Dus
blijkbaar veranderen de concentraties van dooierhormonen al tijdens de eiformatie.
Dat is belangrijk omdat tot nu toe werd aangenomen dat metingen na ovipositie
goede informatie over maternale allocatie te geven.
Conclusies
Verschillende experimentele behandelingen induceerden een verschuiving van de
primaire geslachtsverhouding in postduiven, en steeds was deze verschuiving
beperkt tot het eerste ei. Een verhoging in maternaal testosteron of een toename van
het gewicht van de moeders resulteerde in verschuiving van de geslachtsverhouding
richting meer zonen (hoofdstuk 3 & 6), terwijl een verhoging in maternaal corti-
costeron of een afname aan gewicht leidde tot meer dochters (hoofdstuk 5 & 6). Op
basis van onze resultaten en de huidige literatuur concluderen wij dat er voldoende
bewijs is dat maternale hormonen betrokken zijn bij de geslachtsbepaling van nako-
melingen. Het blijkt dat het mechanisme van geslachtsmanipulatie niet alleen beïn-
vloed wordt door de plasmawaardes van een specifiek hormoon, maar ook door een
scala aan complexe interacties van maternale hormonen zoals testosteron en corti-
costeron met maternale conditie. Gezien het zwakke bewijs voor sexspecifieke vari-
atie in eihormonen, stellen wij voor dat de hormonen vooral via de maternale
circulatie effect hebben. Meiotische drift lijkt het meest waarschijnlijke mechanisme
te zijn, gezien de ontbrekende steun voor follikel abortus. Voor de toekomst advi-
seren wij het gebruik van moleculaire en genetische technieken in combinatie met in
vitro studies om ons begrip van dit spannende fenomeen te vergroten.
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